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ВИКОРИСТАННЯ ГРАДІЄНТУ СаCl2 ДЛЯ ВИДІЛЕННЯ  
αS2-CN ФРАКЦІЙ КАЗЕЇНУ 
 
 Запропоновано метод виділення αS2-казеїну з коров’ячого молока з використанням іонообмінної 
хроматографії на ДЕАЕ-целюлозі в об’ємі. В порівнянні з традиційними способами фракціонування 
білків казеїнового комплексу метод має низку переваг. Він простий у виконанні і не потребує великих 
затрат часу. Вихід електрофоретично чистої фракції  αS2-казеїну складає близько 70 %. 
 
V. Yukalo, L. Storozh, V. Sel’skyy, N. Kushniruk 
 
THE USAGE OF CaCl2 GRADIENT FOR ISOLATION OF αS2-CASEINS 
FRACTIONS 
 
Method of obtains αS2-caseins from cow milk with the help of batch fraction on DEAE-cellulose have 
been proposed. The method has some preferences compared with the traditional approaches of the fractionation 
of casein protein complex. It is simple and quick in use. The recovery of electrophoretically pure was 70 %. 
 
 Згідно із сучасними уявленнями, білки казеїнового комплексу коров’ячого 
молока включають чотири основні фракції, які відрізняються за первинною 
структурою. Це αS1-, αS2-, β- і κ-казеїни. Крім того, αS-казеїни можуть утворювати 
мінорні комбінації залежно від кількості фосфосеринових залишків [1]. Для виділення 
біологічно активних пептидів шляхом протеолізу, моделювання процесів протеолізу 
білків молока необхідно використовувати індивідуальні фракції казеїну [2, 3]. 
Найменш вивченим залишається  αS2-казеїн, який складає близько 10 % від  
загальної кількості. Методи, які використовувалися для виділення αS2-казеїну, 
передбачали обробку казеїну 96% етанолом, концентрованим розчином ацетату 
амонію. При цьому виділений препарат містив значну кількість домішок αS1-казеїну. 
Використання високих температур (>80
0
С) при одержанні αS2-казеїнів може привести 
до змін у структурі казеїну. Сучасні методи швидкої рідинної хроматографії під 
високим тиском, які  застосовують в основному в аналітичних дослідженнях казеїнів, 
не дозволяють одержати значні кількості αS2-казеїнів [4]. Класичні методи колонкової 
хроматографії не можуть забезпечити ефективного відділення αS2-казеїнів від αS1-
казеїну, які мають подібні з ним властивості і становлять лише близько 10 % у складі 
загального казеїну [5, 4]. 
Метою даної роботи є виділення електрофоретично чистих αS2-казеїнів 
коров’ячого молока. 
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Методи дослідження 
 Загальний казеїн коров’ячого молока виділяли без застосування екстремальних 
значень рН та іонної сили, як описано раніше [6]. Для інактивації природних протеаз 
отриманий препарат інкубували в розчині оцтової кислоти при рН 4,0 протягом п’яти 
годин при 4
0
С. Після інкубації осад загального казеїну тричі промивали надлишком 
дистильованої води, розчиняли при значеннях рН, що не перевищували 7,5, і 
висушували ліофільно. Одержаний загальний казеїн зберігали при 4
0
С. 
 Аналіз фракційного складу і гомогенність препаратів αS2-казеїнів на різних 
стадіях виділення проводили за допомогою електрофорезу на пластинках 
поліакриламідного гелю в апараті Стадієра. При цьому використовувалась лужна 
буферна система гелю (рН 7,9), яка включала 0, 025 М тріс, 0,027 М діетилбарбітурат, 
0,003 М ЕДТА і 4,5 М сечовину. В комірки наносили по 10 мкл розчину казеїнів. Після 
електрофорезу пластинки фіксували в 7 %-му розчині оцтової кислоти і забарвлювали в 
1 %-му розчині амідочорного 10 Б [7]. 
Фракціонування казеїнів в об’ємі проводили на ДЕАЕ-целюлозі (ДЕАЕ-52, 
“Serva”).  
Концентрацію фракцій казеїну визначали спектрофотометрично за поглинанням 
при 280 нм на спектрофотометрі СФ-46. При цьому використовували встановлені 
раніше коефіцієнти поглинання ( %11cмD ): 10,0 для αS1-казеїну; 4,6 для β-казеїну; 9,6 для κ-
казеїну;10,1 для αS2-казеїну і 8,2 для загального казеїну. 
 
Результати і обговорення 
 Фракціонування загального казеїну в об’ємі на ДЕАЕ-целюлозі проводили при 
використанні 0,02 М ацетатного буферу (рН 6,45), що включав 3,3 М сечовину, 0,03 М 
ЕДТА і 0,01 М 2-меркаптоетанол. Такий буфер протидіє вираженій властивості казеїнів 
утворювати агрегати у розчинах при природних значеннях рН, а також утворенню 
дисульфідних зв’язків між молекулами αS2- і κ-казеїнів, які містять залишки цистеїну. 
Включення ЕДТА до складу буферу необхідне для зв’язування іонів кальцію, що 
входять до складу міцел, і можуть впливати на процес зв’язування кальцію 
іонообмінником.  
ДЕАЕ-целюлозу (10 г) після стандартної обробки зрівноважували з описаним 
буфером і змішували з препаратом ліофілізованого загального казеїну (2000 мг), 
розчиненого в цьому ж буфері. Після обережного перемішування протягом 25 хвилин 
при 10
0
С суміш фільтрували. Таку процедуру із залишками іонообмінника на фільтрі 
повторювали двічі з новими порціями буферу. Три фільтрати, одержані з буфером 
одного складу, об’єднували у фільтрат І. У подальшому залишок іонообмінника 
аналогічно інкубували з буфером, що включав ступінчаcто зростаючі концентрації 
СаCl2 (0,01 М, 0,02 М, 0,035 М і 0,05 М) і не містив ЕДТА.  
Описане в літературі фракціонування загального казеїну в об’ємі на ДЕАЕ-
целюлозі проводилось із використанням ступінчатої зміни концентрації NaCl в межах 
від 0 до 0,3 М, при рН 7,4 (0,01 М імідазол, 3,3 М сечовина, 0,002 М дитіотреітол) [8]. З 
п’яти отриманих при цьому об’єднаних фракцій лише дві містили відносно чисті 
казеїни (κ-CN і β-CN). Решту включали два або три різні білки казеїнового комплексу. 
Можливо, це зумовлено великою різницею в концентраціях NaCl (до 0,085 М), який 
додавали в буфер на різних стадіях фракціонування. Крім того, у вказаній роботі 
відсутнє пояснення нерівномірності зміни інтервалу між концентрацією солей на 
різних стадіях (від 0,035 до 0,085 М).  
Нами був використаний ступінчатий градієнт CaCl2 для витіснення казеїнів з 
іонообмінника під час фракціонування. Іони кальцію є набагато ефективнішими, ніж 
іони натрію при іонообмінній хроматографії фосфопротеїдів на аніонообмінниках [8]. 
Це дозволило знизити майже на порядок його концентрацію. До того ж, що іони 
кальцію є природними складниками казеїнових міцел [9]. 
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Слід також відзначити, що екстракцію іонообмінника у відповідному буфері 
достатньо проводити 25 хвилин, а не 60, як відмічено в літературі [10]. За нашими 
спостереженнями після 25 хвилин концентрація білків в надосадовій рідині практично 
не змінювалася. 
Провівши триразову екстракцію залишку іонообмінника ацетатним буфером без 
ЕДТА при відповідних концентраціях CаCl2, одержали об’єднані фільтрати ІІ, ІІІ, ІV і 
V. У фільтратах І-V спектрофотометрично визначили вміст білків, діалізували і 
ліофільно висушували. Фракційний склад казеїнів кожного фільтрату аналізували 
шляхом електрофорезу в ПААГ у лужній системі. Електрофореграми наведені на 
рис. 1. 
Аналіз білкового складу фільтратів, одержаних при фракціонуванні загального 
казеїну коров’ячого молока в об’ємі на ДЕАЕ-целюлозі, показує, що фільтрат І включає 
із головних фракцій κ-казеїн і β-казеїн, а також продукти розпаду β-казеїну – γ-казеїни. 
Фільтрати ІІ і ІІІ складаються з αS2-казеїнів. Фільтрат ІV містить суміш αS1- і αS2-
казеїнів, фільтрат V включає тільки αS1-казеїн. Причому αS2- і αS1-казеїни у фільтратах 
ІІ, ІІІ і V є електрофоретично чистими.  
Кількісна обробка результатів типового фракціонування 2000 мг загального 
казеїну на ДЕАЕ-целюлозі в об’ємі показана в таблиці 1. Для оцінки виходу 
гомогенних фракцій ми скористались середніми значеннями процентного вмісту різних 
казеїнів у складі загального казеїну. Для αS1-, αS2-, β- і κ-казеїнів вони становлять 
відповідно 38, 10, 39 і 13 % [11]. Враховуючи це, у представленому досліді вихід 
електрофоретично чистих фракцій αS1- і αS2-казеїнів становив близько 57 і 70 % від 
їхнього вмісту у складі загального казеїну. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Рисунок 1 – Електрофореграми білків фільтратів 1(I), 2(II), 3 (III), 4 (IV), 5 (V), отриманих 
під час фракціонування загального казеїну на ДЕАЕ-целюлозі 
αS2-CN 
αS1-CN 
β-CN 
κ-CN 
1 2 3 4 5 
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Таблиця 1 – Процент  виходу білкових фракцій при розділенні загального казеїну 
(2000 мг) на ДЕАЕ –целюлозі в об’ємі 
 
Номер 
фракції 
Концентрація 
CaCl2 в буфері, 
М 
Фракція казеїну  
(за результатами 
електрофорезу) 
Вихід  
мг
1 
%
2 
1 0 
γ-CN  
β-CN 
κ-CN 
735 
 
2 0,01 αS2-CN 72 5,1 
3 0,02 αS2-CN 26 1,9 
4 0,035 
αS1-CN 
αS2-CN 
267 
 
5 0,05 αS1-CN  
304 21,7 
Всього отримано  
ліофілізованого казеїну 
1404 70,2 
Примітки: 
1. Маса ліофілізованої фракції після діалізу. 
2. Визначали для гомогенних фракцій. 
 
Висновки. Запропоновано метод фракціонування білків казеїнового комплексу 
коров’ячого молока на  ДЕАЕ-целюлозі з використанням градієнту СаСl2, який 
дозволяє виділити гомогенний αS2-казеїн. Вихід електрофоретично чистої фракції αS2-
казеїну при використанні даного методу фракціонування становить 70 %. 
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